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hsa-miR-125a-5p促进非小细胞肺癌细胞侵袭
江黎黎  张清富  常继红  邱雪杉  王恩华
【摘要】 背景与目的  microRNAs（miRNAs）是小的非编码 RNA，它们通过与靶mRNA不完全互补连接的方式
转录后调控靶基因的表达。尽管一些失常的miRNA调节机制在人许多恶性肿瘤中被发现，但是，hsa-miR-125a-5p在肺
癌细胞中的表达及功能还尚不清楚。本研究探讨了hsa-miR-125a-5p在非小细胞肺癌细胞中的表达及其与肺癌细胞侵袭
的关系。方法  应用real-time PCR的方法检测了hsa-miR-125a-5p在6种肺癌细胞系中的表达情况，并在A549细胞中分别
转染正义的hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸24 h、36 h、48 h、60 h和72 h后检测hsa-miR-125a-5p的表达情况。同时应
用transwell小室观察上调hsa-miR-125a-5p后，A549细胞侵袭能力的变化。结果  hsa-miR-125a-5p在6种肺癌细胞系中低表
达，以LH7、NCI-H460、SPC-A-1和A549细胞最为明显。在A549细胞中，转染正义的hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷
酸36 h后，hsa-miR-125a-5p表达最高，并进一步发现，上调hsa-miR-125a-5p后A549和NCI-H460细胞侵袭能力增强。结
论  hsa-miR-125a-5p在肺癌细胞中低表达，但上调hsa-miR-125a-5p能够促进A549和NCI-H460细胞侵袭。
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【Abstract】 Background and objective  MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs that posttranscriptionally 
regulate gene expression by partially binding complementary to target sites in mRNAs. Although some impaired miRNA regula-
tions have been observed in many human cancers, the functions of miR-125a are still unclear. The aim of this study is to investi-
gate the expression of hsa-miR-125a-5p in NSCLC cell lines and the relationship between hsa-miR-125a-5p and the invasion of 
lung cancer cells. Methods  The expression of hsa-miR-125a-5p and the effectiveness for a given period time after being trans-
fected sense hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl oligonucleotide, which were 24 h, 36 h, 48 h, 60 h and 72 h, were examined by real-
time PCR. Meanwhile, we investigated the modification of invasive ability in A549 and NCI-H460 cells by transwell. Results  
Real-time PCR showed that hsa-miR-125a-5p was poorly-expressed in 6 lung cancer cell lines, especially in LH7, NCI-H460, 
SPC-A-1 and A549. The highest expression of hsa-miR-125a-5p occurred in the cells transfected with sense hsa-miR-125a-5p 
2’-O-methyl oligonucleotide 36 h. Furthermore, the invasive abilities of A549 and NCI-H46O were enhanced by up-regulating 
hsa-miR-125a-5p. Conclusion  hsa-miR-125a-5p was poorly-expressed in lung cancer cells and it could enhance lung cancer cell 
invasion by up-regulating hsa-miR-125a-5p.
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MicroRNAs（miRNAs）是由一类内源性的非编码
RNA组成，它们长度大约20 nt-24 nt，来源于长的前体pri-
miRNA和pre-miRNA
[1-3]。在多细胞生物体中，miRNA通
过不完全碱基互补配对的方式识别靶位点，转录后调控
基因的表达
[4,5]。尽管，在过去的几年中，通过基因芯片
筛查miRNA表达谱揭示特异类型肿瘤的miRNA特征有很
大的进展
[6]，但是，miRNA是如何影响肿瘤形成和发展
的仍然还是谜。本研究应用real-time PCR的方法检测了6
种肺癌细胞中hsa-miR-125a-5p的表达情况，并对hsa-miR-
125a-5p影响肺癌细胞侵袭进行了初步的研究。
1    材料与方法 
1.1  细胞培养  冻存于液氮的细胞经复苏后，A549细胞用
DMEM培养液（含有10%新生牛血清，100 U/mL的青霉素
和100 μg/mL的链霉素），HBE细胞用1640培养液（含有
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15%新生牛血清，100 U/mL的青霉素和100 μg/mL的链霉
素），BE1、LTEP-a-2、LH7、NCI-H460和SPC-A-1细胞，用
1640培养液（含有10%新生牛血清，100 U/mL的青霉素和
100 μg/mL的链霉素），在37 
oC、5%CO2饱和湿度条件下培
养。
1.2  2’-O-甲基寡核苷酸转染  2’-O-甲基寡核苷酸（sense-5p: 
5’-UCC CUG AGA CCC UUU AAC CUG UGA-3’; antisense-
5p: 5’-UCA CAG GUU AAA GGG UCU CAG GGA-3’; 
scramble-5p: 5’-GGA CGG CGA UCA GAU AAG AGU 
UCU-3’）用结合DNA技术合成（GeneChem, China）。用
Lipofetamine
TM 2000（Invitrogen, USA）将20 μM 2’-O-甲基
寡核苷酸转染入6孔板中A549和NCI-H460细胞中为RNA
提取和transwell备用。Untreated为未加任何处理因素的细
胞，Empty为只转染Lipofetamine
TM 2000的细胞，scramble
为转染乱码序列2’-O-甲基寡核苷酸的细胞，sense为转染
正义序列2’-O-甲基寡核苷酸的细胞。其中对照组细胞为
（untreated、empty和scramble）。
1.3  Real-time PCR  根据操作说明应用TaqMan MicroRNA试
剂检测成熟体miRNA（Applied Biosystems, USA）。所有的
RT产物在ABI Prism 7900HT序列检测系统中运行。特异
的RT引物和TaqMan探针被用于定量检测hsa-miR-125a-5p
（PN: 4395309)，U18（PN: 4380904）为内参。3次独立
样本经过3次独立实验后得到的数据运用公式RQ=2
-∆∆Ct 的
方法进行分析。
1.4  Transwell侵袭实验  在具有8 μm小孔聚碳酸酯滤膜的
培养小室上铺用预冷无血清DMEM培养基稀释的Matrigel
基质胶，接种100 μL无血清培养基稀释的A549细胞或
NCI-H460细胞（5×10
5个/mL），下室加入600 μL含10%
血清的DMEM培养液或1640培养液，每组设6个复孔。
37 
oC、5%CO2条件下培养24 h后，取出培养小室，用2.5%
戊二醛固定15 min，并以0.5%Triton X-100处理3 min，
苏木精中染核15 min。将培养小室倒置，在光学显微镜
（Leica，德国）下观察、照相，并每组随机选取5个视野
计数每高倍视野滤膜底面的平均细胞数。
1.5  统计学分析  应用SPSS 13.0统计分析软件，对细胞
实验结果采用t检验进行数据分析，用Mean±SD表示，
P<0.05为有统计学意义。
2    结果
2.1  hsa-miR-125a-5p在6种肺癌细胞系中的表达  为了明
确不同肺癌细胞中hsa-miR-125a-5p的表达情况，我们用
real-time PCR相对定量的方法检测了6种肺癌细胞BE1、
LTEP-a-2、LH7、NCI-H460、SPC-A-1和A549中hsa-miR-
125a-5p的表达情况，以正常支气管上皮细胞系HBE中
hsa-miR-125a-5p的表达为对照，U18为内参。结果显
示，6种肺癌细胞系中hsa-miR-125a-5p的表达均低于HBE
（P<0.01），其中在LH7、NCI-H460、SPC-A-1和A549细
胞最为明显（P<0.001）（图1）。
2.2  在A549细胞中转染正义的hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基
寡核苷酸的时效性  为了确定正义hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲
基寡核苷酸在肺癌细胞中上调hsa-miR-125a-5p表达的最
佳效率，我们选择了hsa-miR-125a-5p表达较低的细胞系
A549进一步研究，并分别在其中转染正义hsa-miR-125a-5p 
2’-O-甲基寡核苷酸0 h、24 h、36 h、48 h、60 h和72 h后，
用real-time PCR相对定量的方法检测了hsa-miR-125a-5p的
表达情况。结果发现，转染36 h时，hsa-miR-125a-5p表达
最高（P=0.001, P<0.01）（图2）。
2.3  上调hsa-miR-125a-5p促进肺癌细胞侵袭  为了进一步
了解hsa-miR-125a-5p在肺癌细胞中的作用，我们在A549
细胞中转染正义的hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸36 
h后，用transwell小室的方法观察A549细胞侵袭能力的变
化。结果发现，转染正义2’-O-甲基寡核苷酸的A549细胞
的侵袭能力明显增强（P=0.021, P<0.05）（图3）。
于是，我们用同样的方法在NCI-H460细胞中进一
步观察细胞侵袭能力的改变，与转染正义2’-O-甲基寡核
苷酸的A549细胞的侵袭能力改变相一致，转染正义2’-O-
甲基寡核苷酸的NCI-H460细胞的侵袭能力也明显增强
（P=0.018, P<0.05) （图4）。
3    讨论 
hsa-miR-125a是miRNA家族成员之一。最近http://
microrna.sanger.ac.uk数据库中发布了hsa-miR-125a又一新的
成熟体，即hsa-miR-125a-3p，并将先前发现的成熟体命
名为hsa-miR-125a-5p。因此，hsa-miR-125a现在包括两种
成熟体形式，即：hsa-miR-125a-3p和hsa-miR-125a-5p。目
前，关于miR-125a的研究报道不多，在已有的研究报道
中，hsa-miR-125a的研究主要集中在hsa-miR-125a-5p
[7-12]。
2006年，Nozomu Yanaihara等
[7]人用基因芯片筛查了
肺癌组织中miRNA的表达谱，发现miR-125a即hsa-miR-
125a-5p在肺腺癌组织中表达下调。为了明确hsa-miR-
125a-5p在肺癌细胞中的表达情况，我们用real-time PCR
的方法检测了6种肺癌细胞中hsa-miR-125a-5p的表达情
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图 1   hsa-miR-125a-5p在6种肺癌细胞系中的表达 
A：hsa-miR-125a-5p在6种肺癌细胞系中表达的扩增曲线；B：U18在6种肺癌细胞系中表达的扩增曲线；C：用2
-∆∆Ct的方法分析hsa-miR-125a-5p在6种
肺癌细胞系中的表达情况。
Fig 1  The expression of hsa-miR-125a-5p in 6 lung cancer cell lines 
A: The amplification curve of hsa-miR-125a-5p in 6 lung cancer cell lines; B: The amplification curve of U18 in 6 lung cancer cell lines; C: The relative expression of hsa-
miR-125a-5p was analyzed by 2
-∆∆Ct in 6 lung cancer cell lines.
图 2   转染正义hsa-miR-125a-5p 2'-O-甲基寡核苷酸后hsa-miR-125a-5p表达的时效性 
A：转染正义hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸后hsa-miR-125a-5p表达的扩增曲线；B：转染正义hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸后U18表达的扩
增曲线；C：用2
-∆∆Ct的方法分析转染正义hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸后hsa-miR-125a-5p表达的时效性。
Fig 2  The effectiveness of hsa-miR-125a-5p expression for a given period time after being transfected sense hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl oligonucleotide 
A: The amplification curve of hsa-miR-125a-5p after being transfected sense hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl oligonucleotide; B: The amplification curve of U18 after being 
transfected sense hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl oligonucleotide; C: The relative expression of hsa-miR-125a-5p was analyzed by 2
-∆∆Ct after being transfected sense hsa-
miR-125a-5p 2’-O-methyl oligonucleotide.
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图 3  hsa-miR-125a-5p促进A549细胞侵袭 
A：未加任何处理因素的A549细胞 （untreated）；
B：转染空脂质体的A549细胞（empty）；
C：转染乱码序列2’-O-甲基寡核苷酸的A549细胞（scramble）；
D：转染正义序列2’-O-甲基寡核苷酸的A549细胞 （sense）；
E：转染正义的2’-O-甲基寡核苷酸的A549细胞穿膜细胞数明显增多。
Fig 3  hsa-miR-125a-5p enhances invasion in A549 cell lines 
A: The A549 cells with nothing treated factors (untreated); 
B: The A549 cells which transfected with scramble hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl 
oligonucleotide (scramble);
C: The A549 cells which transfected with Lipofetamine
TM 2000 (empty); 
D: The A549 cells which transfected with sense hsa-miR-125a-5p 2’-O-methyl 
oligonucleotide (sense); 
E: The number of A549 cells in sense transfected group that invaded through 
matrigel was increased significantly.
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图 4  hsa-miR-125a-5p促进NCI-H460侵袭 
A：未加任何处理因素的NCI-H460细胞（untreated）；
B：转染空脂质体的NCI-H460细胞（empty）；
C：转染乱码序列2’-O-甲基寡核苷酸的NCI-H460细胞（scramble）；
D：转染正义序列2’-O-甲基寡核苷酸的NCI-H460细胞（sense）；
E：转染正义的2’-O-甲基寡核苷酸的NCI-H460细胞穿膜细胞数明显增
多。
Fig 4  hsa-miR-125a-5p enhances invasion in NCI-H460 cell lines
A: The NCI-H460 cells with nothing treated factors (untreated); 
B:The NCI-H460 cells which transfected with scramble hsa-miR-125a-5p 
2’-O-methyl oligonucleotide (scramble); 
C: The NCI-H460 cells which transfected with Lipofetamine
TM 2000 (empty); 
D: The NCI-H460 cells which transfected with sense hsa-miR-125a-5p 
2’-O-methyl oligonucleotide (sense); 
E: The number of NCI-H460 cells in sense transfected group that invaded 
through matrigel was increased significantly.
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况，结果发现，与正常支气管上皮细胞相比较，hsa-miR-
125a-5p在6种肺癌细胞中表达均降低。
在关于miR-125a生物学功能方面的研究中发现，
miR-125a与髓样母细胞瘤的分化、增殖有关
[8]，与乳腺癌
细胞的增殖以及迁移侵袭有关
[9]。为了明确miR-125a在肺
癌细胞中与侵袭能力的关系，我们首先在A549细胞中分
别转染正义的hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸24 h、36 
h、48 h、60 h和72 h，结果发现，转染36 h后hsa-miR-125a-
5p表达最高。然后，我们进一步用transwell小室观察了转
染36 h后，A549细胞侵袭能力的变化。有趣的是，结果
显示，与乳腺癌细胞中的现象不同，转染正义的hsa-miR-
125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸的A549细胞的侵袭能力增强。
于是，为了验证hsa-miR-125a-5p与肺癌细胞侵袭能力的
关系，我们用同样的方法观察了NCI-H460细胞侵袭能力
的改变。与A549细胞侵袭能力改变相一致，转染正义的
hsa-miR-125a-5p 2’-O-甲基寡核苷酸的NCI-H460细胞的侵
袭能力也增强。因此，hsa-miR-125a-5p可能促进肺癌细胞
侵袭。
综上所述，hsa-miR-125a-5p在肺癌细胞中低表达，
且上调其表达后能够促进肺癌细胞侵袭。然而，hsa-miR-
125a-5p在肺癌细胞中对其侵袭能力的调控作用不同于乳
腺癌细胞的原因是什么？hsa-miR-125a-5p是通过什么途径
来影响肺癌细胞侵袭的？它的靶基因及其靶位点又在哪
里呢？这些还需要我们做更深层的研讨，而我们的研究
将会为肺癌的治疗提供一个新的视点。
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